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RESUMO

Investigar o efeito da suplementacdo da Uncaria tomentosa no intestino
delgado de camundongos com mucosite intestinal. O experimento durou 5 dias e
utilizou 24 camundongos machos da linhagem Swiss, com idade média de 2 meses.
Os animais foram mantidos em temperatura ambiente controlada de 25° + 2°C e
fotoperiodo de 12 horas. Para a dieta foi utilizada a ragcdo comercial padrdo para
roedores. Os animais foram divididos em GRUPO 1 (Controle com a oferta de racéo
comercial e agua at libitum; GRUPO 2 (Mucosite), submetido a inducao da mucosite
intestinal através do metotrexato nos 3 ultimos dias consecutivos do experimento e
no GRUPO 3 (Uncaria tomentosa) dfoi administrado por gavagem o extrato,
contendo 0,536g da Uncaria tomentosa. O GRUPO 4 (Uncaria tomentosa +
Mucosite) teve o mesmo procedimento do grupo anterior com acréscimo do
medicamento metotrexato nos 3 ultimos dias. Os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e para analise histomorfométrica foram coletados 3 cm do
duodeno para analise da morfologia do epitélio duodenal. Foi observado que o
GRUPO 4 apresentou a maior perda de peso (1,59) quando comparado com o0s
demais grupo. Ao avaliar as vilosidades, observou-se que o grupo mucosite, teve o
comprimento das vilosidades menor em relacdo aos demais grupos. O grupo
Uncéria tomentosa, apresentou vilosidades intestinais e criptas com profundidades
menores quando comparadas ao grupo controle. Comparando o Uncaria tomentosa,
com os demais grupos, houve um aumento do tamanho da altura das vilosidades.
Com relagcdo a profundidade das criptas, observou-se que o grupo Uncaria
tomentosa teve média menor em relacdo aos outros grupos e 0 grupo mucosite

apresentou maior média na profundidade das criptas. A U. tomentosa promoveu
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perda de peso e recuperacdo da mucosa intestinal dos animais com mucosite.
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UNCARIA TOMENTOSA NO TRATAMENTO DA MUCOSITE
INTESTINAL INDUZIDA POR METOTREXATO EM CAMUNDONGOS

ABSTRACT

To investigate the effect of supplementation of Uncaria tomentosa in the
small intestine of mice with intestinal mucositis. The experiment lasted 5 days and
used 24 male mice of the Swiss strain, with an average age of two months. The
animals were kept in a controlled ambient temperature of 25 + 2°C and 12 hour
photoperiod. For the diet was used standard commercial rodent. The animals were
divided into group 1 (control with the offer of commercial feed and water at libitum;
group 2 (mucositis), subjected to induction of intestinal mucositis by methotrexate in
the past 3 consecutive days of the experiment and group 3 (Uncaria tomentosa) dfoi
administered by gavage extract containing 0,536g of Uncaria tomentosa. GROUP 4
(Uncaria tomentosa + mucositis) had the same procedure of the previous group with
the methotrexate drug addition in the last 3 days. the animals were sacrificed by
cervical dislocation and analysis histomorphometric were collected 3 cm of the
duodenum to analyze the morphology of duodenal epithelium. it was noted that group
4 had the highest weight loss (1.5g) when compared with the other group. in
evaluating the villi, it was observed that the group mucositis, had the smallest length
of villi in the other groups. the Uncaria tomentosa group had intestinal villi and crypts
with shallower compared to the control group. Comparing the Uncaria tomentosa,
with the other groups, there was an increase in the size of villus height. Regarding
the depth of the crypts, it was observed that the Uncaria tomentosa group had lower
average compared to other groups and mucositis group had higher average depth of
the crypts. The U. tomentosa promoted weight loss and recovery of the intestinal

mucosa of animals with mucositis.
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1 INTRODUCAO

Inflamacéo € a reacdo a diferentes tipos de agressdes, sejam elas, quimica,
fisica ou biologica, aos tecidos como resposta inespecifica caracterizada por varias
alteracdes que sdo necessarias para cura e reconstituicdo dos tecidos afetados
(MONTEIRO, 2006). Na inflamacao aguda, ocorrem diversas alteracdes vasculares,
humorais, neurologicas e celulares, manifestando-se por dor, calor, rubor, edema e
perda de funcédo (SANTOS; CUNHA; CUNHA, 2000).

O processo inflamatério que ocorre no trato gastrointestinal, conhecido como
mucosite, acomete lesbes que ocorrem no aparelho digestivo e € um termo que
descreve uma sindrome caracterizada por ulceracfes e sintomas gastrointestinais e
clinicos como vémitos, anorexia e, principalmente, diarreia. As manifestacfes orais e
intestinais constituem um aspecto importante proveniente da toxicidade de agentes
neoplasicos, afetando a habilidade de tolerar a quimioterapia e pode ser originada
pelo uso de medicamentos como quimioterapicos (PINTO et al., 1997; LIMA, 2004,
MARQUES, 2008).

O objetivo primério da quimioterapia é destruir as células neoplasicas.
Entretanto, a maioria dos agentes quimioterapicos atuam de forma nao especifica,
lesando tanto células malignas quanto normais, particularmente as células de rapido
crescimento, como as gastrointestinais, capilares e as do sistema imunoldgico,
gerando assim apoptose em células saudaveis que estejam em divisdo celular ativa
(ALMEIDA et al., 2005; PEREIRA et al., 2006). Existem alguns nutrientes especificos
com capacidade de modular as respostas imunolégicas e inflamatdrias em animais e
seres humanos. O fitoterapico, Uncaria tomentosa é exemplo de uma planta com
propriedades medicinais (SOUZA; CIMERMAN, 2010; BARNI; SANTOS, 2011).

O metotrexato (MTX) é um quimioterapico antimetabdlito analogo do acido
folico e um dos farmacos mais utilizados no tratamento do céncer. Os efeitos
imunossupressivos e toxicos do metotrexato sdo devido a inibicdo do diidrofolato
redutase, enzima envolvida no metabolismo do acido félico, o que evita a redugéo do
diidrofolato a tetraidrofolato ativo. Os antimetabdlitos, exercem seus principais
efeitos durante a fase S (sintese de DNA) do ciclo celular. Dessa forma, interferem
no crescimento das células de rapida proliferacdo em todo o organismo, entre elas,
as células do revestimento do trato gastrintestinal (LIMA, 2004).

Segundo Souza e Cimerman (2010), inumeros estudos foram publicados na



Europa e Estados Unidos, explorando a significativa agdo antiinflamatoria e o efeito
imunoestimulante da unha de gato. O interesse dos laboratorios internacionais pelo
produto resultou no registro de seus extratos, os quais foram amplamente
comercializados para uso oral como um poderoso estimulante do sistema
imunolégico (C-MED-100® e Krallendom®)

Os efeitos antioxidantes e imunoestimulantes presentes na Unha de Gato
estdo provavelmente relacionados a grandes concentracbes de flavondides
presentes o que pode melhorar no tratamento de doencas como cancer, artrite,
gastrite, asma e doencas dermatoldgicas (VATTIMO; SILVA, 2011).

Corroborando com esses conhecimentos, este artigo tem como objetivo
avaliar a acdo antiinflamatéria da Uncaria tomentosa e investigar a importancia do
seu efeito no intestino delgado de camundongos com mucosite intestinal, a fim de
colaborar com os conhecimentos desse fitoterapico para justificar uma possivel

alternativa de tratamento para pacientes com mucosite intestinal.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 ANIMAIS E DIETA

O referido ensaio experimental utilizou 24 camundongos machos da
linhagem Swiss, provenientes do biotério do Centro Universitario do Rio Grande do
Norte (UNI-RN). Os animais utilizados no estudo tinham idade média de 02 meses,
sendo classificados como camundongos jovens, com peso meédio aproximado de
42,49 no inicio do experimento. Durante os 5 dias de experimento, os animais foram
mantidos em gaiolas apropriadas, com temperatura ambiente controlada de 25° +
2°C e fotoperiodo de 12 horas. Para a dieta foi utilizada a racdo comercial padrédo
para roedores da marca Purina (S&o Paulo, Brasil), com as seguintes caracteristicas:
umidade (méax.) 13%; proteina (min) 23%; extrato etéreo (min) 4,0; matéria fibrosa
(méx.) 8%; matéria mineral (max.) 10%; calcio (max.) 1,5%; fésforo (min) 0,8% e

agua ad libitum.

2.2 DESENHO DOS GRUPOS DE ESTUDO

Os camundongos foram divididos em 04 grupos (n=6/grupo) e submetidos



ao experimento (Figura 1).

Grupo 1 - Grupo controle (SHAM): foi oferecido racdo comercial e agua at
libitum durante os 5 dias de pesquisa e realizada, por gavagem, a administracao de
0,4mcL de agua;

Grupo 2 - Grupo mucosite: foi oferecido racdo comercial e agua at libitum
durante os 5 dias de pesquisa e realizada, por gavagem, a administracéo de 0,4mcL
de agua. Este grupo foi submetido a inducdo da mucosite intestinal através do
medicamento metotrexato (2,5mg/kg/dia) de acordo com o protocolo de mucosite
nos 03 ultimos dias consecutivos do experimento (XIAN, 2000; CARNEIRO-FILHO et
al., 2004; DADHANIA et al., 2010).

Grupo 3 — Grupo Uncaria tomentosa: administrou-se por gavagem 0,536g do
fitoterdpico Uncaria tomentosa em 0,4 mcL/dia da durante os 5 dias de experimento.
A racao comercial e a oferta de agua foram at libitum.

Grupo 4 — Grupo Uncaria tomentosa mais Mucosite (uso do suplemento
Uncaria tomentosa e do metotrexato): os animais deste grupo tiveram o mesmo
procedimento do grupo anterior com acréscimo do medicamento metotrexato
(2,5mg/kg) nos 3 ultimos dias do experimento (de acordo com o protocolo de

mucosite).

Figura 1 — Representacdo esquematica do estudo ilustrando os protocolos de

tratamento dos diferentes grupos.
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Fonte: Resultado da coleta de dados do estudo experimental, 2012.

Legenda: Grupo 1 é o grupo controle. Grupo 2 recebeu 2,5mg/kg de Metotrexato nos 03 ultimos dias
consecutivos do experimento por dose subcutanea e foi como controle positivo. O grupo 3 recebeu
por gavagem 0,4 mcL de Uncaria tomentosa nos 05 dias do estudo. Grupo 4 recebeu por gavagem
0,4 mcL da Uncaria tomentosa nos 05 dias do estudo e 2,5mg/kg de Metotrexato nos 03 Ultimos dias
consecutivos do experimento por dose subcutdnea. Todos os animais foram sacrificados 24 horas



apos o término da suplementacdo da Uncaria tomentosa e/ou do recebimento do metotrexato.

2.3 SUPLEMENTACAO

Para a suplementacdo dos animais foi utilizado o fitoterdpico Uncaria
tomentosa formulado e cedido pela farmacia de manipulacdo Ao Pharmaceutico. A
erva foi suplementada por gavagem numa quantidade de 0,4mcL do extrato seco
contendo 0,536g de Uncaria tomentosa, durante os 5 dias nos grupos em tratamento

(grupo 3 e 4 — Figura 1).

2.4 EVOLUCAO DA MASSA CORPORAL

A massa corporal dos animais foi aferida durante todos os dias do ensaio
experimental. Estes tiveram a sua massa corporal pesada em balanca digital de

marca Toledo, modelo 9094C/4, Brasil.

2.5 PROTOCOLO DE INDUCAO DE MUCOSITE

O metotrexato do laboratério Libbs Farmacéutica® com concentracao
50mg/2ml foi doado pela Liga Norte-Riograndense Contra o Céancer, Natal (RN),
Brasil. Para a administracdo correta da dosagem do metotrexato nos animais foi
retirado 0,1mL do farmaco e diluido em 5,9mL de agua bidestilada e esterilizada. Os
animais do grupo 2 e 4 receberam 2,5mL/kg subcutanea (sc) de metotrexato (ja
diluido)/dia, durante os 03 ultimos dias consecutivos do experimento para a inducéo
da mucosite intestinal de acordo com o descrito na literatura (XIAN, 2000;
CARNEIRO-FILHO et al., 2004; DADHANIA et al., 2010).

2.6 SACRIFICIO DOS ANIMAIS

Os animais foram sacrificados 24h apds a ultima suplementagdo com
Uncaria tomentosa e/ou uso do metotrexato por deslocamento cervical. Os animais
foram anestesiados previamente com quetamina (130mg/Kg) e xilazina (0,3mg/Kg).
Apds o deslocamento cervical, foram submetidos a laparotemia para retirada do

figado e do intestino delgado. Ambos foram conservados em formol a 10% para



cortes histologicos.

2.7 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Para a analise histomorfométrica foram coletados 3 cm do duodeno para
andlise da morfologia do epitélio duodenal, os mesmos foram fixados em formol a
10%. Os fragmentos foram retirados do formol e colocados em alcool 70% e
posteriormente parafinizados. As laminas foram preparadas com o material intestinal
no Departamento de Morfologia da Universidade Federal do Rio Grande do Norte. A
seguir, foram realizados cortes histolégicos de 5um de espessura e foram fixados a
laminas de vidro e pré-coradas com hematoxilina e eosina. As laminas foram
codificadas e enumeradas de acordo com 0s grupos em tratamento. As leituras de
todas as laminas foram realizadas em microscopio 6ptico com objetiva milimétrica da
marca Olympus, no Departamento de Morfologia/UFRN.

Para a padronizacdo da leitura das laminas, 10 vilosidades e 10 criptas
adjacentes as vilosidades foram visualizadas para a sua quantificacdo em
comprimento e profundidade respectivamente, através de uma ocular milimetrada
com aproximacgdo de 10x. A medida das vilosidades foi verificada considerando
desde o ponto de encontro entre duas vilosidades até a regido apical da vilosidade
mensurada (altura do vilo), e as criptas intestinais foram definidas como o ponto de
encontro entre dois vilos medidos até o inicio da camada submucosa (BELARMINO
FILHO, 2010). Uma média dos vilos e criptas foram calculadas posteriormente
atraves do software Excel versao 2007.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ANALISE DA EVOLUCAO DA MASSA CORPORAL

Analisando o efeito da Uncaria tomentosa sobre a evolugcdo da massa
corporal dos diferentes grupos de camundongos, observou-se que o Grupo 4 obteve
uma maior perda de peso (1,5g) quando comparado com os demais grupo. O grupo
3 teve uma perda de peso menor (1,33g) quando comparado ao grupo 2 e 1. A
perda de peso do grupo 2 foi de apenas 0,5g. Apenas o grupo 1 teve ganho de peso
(0,179) (Figura 2).



Figura 2 — Distribuicdo da massa corporal dos Grupos experimentais.
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Fonte: Resultado da coleta de dados do estudo experimental, 2012.

O grupo Uncaria tomentosa com indugéo da mucosite apresentou perda de
peso maior do que os demais grupos. Sugere-se a essa observacado que é possivel
uma interac@o negativa do fitoterapico com o farmaco indicando a possibilidade de
propriedades ndo somente anti-inflamatorias, mas também propriedades que
estimulam a perda de peso. O grupo suplementado com Uncaria tomentosa também
reduziu a massa corporal em relacdo ao grupo controle. Vattimo e Silva (2010)
constataram em seu estudo que dentre os grupos estudados, entre eles o grupo
suplementado com Uncaria tomentosa, ndo obtiveram variacdes significantes de
peso. No estudo de Augusto (2010), foram utilizados 40 hamsters divididos em
grupos de 10 camundongos, cada grupo recebeu a suplementacéo por gavagem da
Uncaria tomentosa que possuia uma concentracdo de alcaléide de 1%. Todos os
grupos perderam peso. Foi a partir do 2° dia de experimento quando houve a
segunda dose de Uncaria tomentosa que 0s animais dos grupos experimentais
comecaram a perder peso. Esses estudos corroboram com o estudo atual.

O grupo mucosite teve diminuicdo de peso, o que demonstra uma possivel
interacdo do farmaco com dano intestinal e consequentemente uma menor absorgcéo
de nutrientes. No estudo de Lima (2004), os ratos submetidos a mucosite intestinal
induzida por metotrexato foi capaz de causar perda significativa de massa corporea
a partir do 1° dia, mantendo esse perfil por todo o periodo experimental. Alves (2005)

observou em seu estudo que o0s animais tratados com metotrexato nao



apresentaram variacao significativa na alteracdo do peso corporeo durante o

tratamento experimental.

3.2 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

O grupo controle apresentou a mucosa intestinal do duodeno integra, nao
havendo evidéncias de agressao inflamatéria do epitélio das vilosidades e das
criptas (Figura 3 — A e B)

Observou-se que o grupo mucosite, que recebeu a indugcdo da mucosite
intestinal através do medicamento metotrexato (2,5 mg/kg/dia) nos 3 ultimos dias do
experimento, teve o comprimento das vilosidades menor em relacdo ao grupo
controle e aos demais grupos (Figura 3 — C e D). Foi observado um aumento da
proliferacéo do tecido linfoide (Figura 3 — E), demonstrando o processo inflamatério
que o farmaco desencadeou no tecido. A mucosite € um dos efeitos colaterais que
pode prejudicar severamente a funcao intestinal e usualmente surge por volta de 3 a
5 dias ap0s a terapia com o metotrexato. Essa alteracdo, quando ocorre, € um sinal
de toxicidade, o que obriga a descontinuidade do tratamento quimioterapico. A dose,
0 esquema terapéutico e a via de administracdo da droga, serdo responsaveis por
determinar a ocorréncia ou nao desses efeitos adversos (LIMA, 2004). No estudo de
Carneiro-filno et al (2004) a mucosite intestinal induzida por antineoplasicos,
demonstrou que o tratamento com metotrexato em ratos induziu uma importante
atrofia de vilos com aumento das criptas, no duodeno, jejuno e ileo destes animais.
Lima (2004) administrou diferentes doses subcutaneas de metotrexato (1,5, 2,5 e 3,5
mg/kg), durante trés dias consecutivos, em ratos, e observou leses significativas
nas mucosas intestinais quando comparadas aos animais normais, considerados
como controle. A dose de 2,5 mg/kg produziu uma mucosite intestinal neste estudo
com importante reducdo da taxa de mortalidade em relacéo a maior dose.

Os animais do grupo Uncaria tomentosa, apresentaram vilosidades
intestinais menores e criptas com profundidades menores quando comparadas ao
grupo controle porem néo foram observadas evidéncias de agressfes assim como
também néo foi observado no grupo controle (Figura 3 — F e G).

Ao observar o grupo Uncaria tomentosa com inducdo de mucosite,
percebeu-se que em relacdo ao grupo controle e aos demais grupos, houve um

aumento do tamanho da altura das vilosidades (Figura3 —H e I).
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Figura 3 — Secg¢fes histologicas com coloracdo de hematoxilina e eosina das

vilosidades e criptas do segmento duodeno, do intestino delgado de camundongos.
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Fonte: Resultado da coleta de dados do estudo experimental, 2012.

Legenda: A e B, Grupo Controle com aproximacéo de (x10 e x40) respectivamente em microscopio
Optico. C e D, Grupo Mucosite com aproximacao de (x10 e x40) respectivamente em microscopio
Optico. E, Placa de linfécitos reagindo em defesa a agressdo medicamentosa com aproximacao (x10).
F e G, Grupo Uncaria tomentosa com aproximacgado de (x10 e x40) respectivamente em microscépio
Optico. H e |, Grupo Mucosite suplementado com Uncaria tomentosa com aproximacao de (x10 e x40)
respectivamente em microscépio optico.

A avaliacdo média da altura das vilosidades do duodeno para o grupo
Controle foi de 396um, para o grupo Uncaria tomentosa 373um, para 0 grupo
Mucosite 331um e para o grupo Uncéaria tomentosa com indu¢do de mucosite, foi de
436 pm.

O desenvolvimento da mucosa intestinal € decorrente de eventos citologicos
primarios e associados: renovacao celular (proliferacéo e diferenciacédo), resultante
das divisbes mitdticas sofridas por células totepotentes localizadas na cripta e ao
longo das vilosidades e a perda de células por descamacdo, que ocorre
naturalmente no &pice dos vilos. O equilibrio entre esses dois processos é
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determinado por uma taxa de renovacado constante e, portanto, a capacidade
digestiva e de absorcdo intestinal. Distdrbios nessa mucosa, causados por
patdgenos, substancias quimicas e radiacdo, podem alterar a permeabilidade desta,
facilitando a invasdo de patdégenos e outras substancias nocivas, modificando o
metabolismo, a capacidade de digestdo e absorcdo de nutrientes e causando ainda
inflamacgdes cronicas na mucosa intestinal (PELICANO, 2003).

Ao analisar a profundidade das criptas do duodeno dos grupos em estudo
pode-se observar que o grupo suplementado com a Uncaria tomentosa teve uma
média menor quando comparado com os demais grupos (92 pum). Observou-se
também que o grupo mucosite apresentou maior média em relacdo as criptas dos
outros grupos (144 um). Este resultado indica que um forte processo de hiperplasia
com o objetivo de garantir a taxa de renovacgéo das células, a fim de compensar as
perdas de células na regido apical das vilosidades devido ao dano causado pelo
medicamento (ROSA et al, 2010). Observou-se que a Uncaria tomentosa
suplementada no grupo que recebeu a administracdo do MTX, foi capaz de reduzir
esse processo de renovacdo celular e consequentemente diminuir a profundidade

das criptas.

4 CONCLUSAO

Os animais do grupo controle foram os Unicos que apresentaram ganho de
massa corporal.

O metotrexato foi capaz de gerar agressdo nas vilosidades e nas criptas
intestinais do duodeno promovendo desestruturacdo da arquitetura normal da
mucosa da parede intestinal.

A suplementacdo com a Uncéria tomentosa teve eficicia na recuperacéo da
integridade da mucosa intestinal dos animais com mucosite, promovendo inclusive o
aumento das vilosidades do segmento duodeno e diminuicdo na profundidade das
criptas.

Os animais do grupo Uncaria tomentosa com indugédo de mucosite e do
grupo Uncaria tomentosa tiveram diminuicdo na massa corporal e isso sugere que a
interacdo, Uncaria tomentosa com o metotrexato e o proprio fitoterapico por si so,
apresentem propriedades ndo somente anti-inflamatérias, mas também

propriedades que estimulam a perda de peso.
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